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1. INTRODUCTION 


Jusqu'à ces dernières années seules les techniques microbiologiques et 
biochimiques ont été utilisées lors des études de biodégradation et d'humifi- 
cation du matériel végétal. Nos récents travaux (KILBERTUS, 1970; KILBERTUS 
et al., 1970; REISINGER et al., 1971), ont prouvé que la microscopie électro- 
nique représentait une méthode nouvelle et originale pour mettre en évi- 
dence les différents stades de la décomposition biologique de certaines 
susbtances organiques. L'examen direct permet ainsi de deceler les activités 
enzymatiques spécifiques des microorganismes, l'importance relative de la 
microflore et de la faune, l'existence de microbiocénoses étroitement liées 
au champignon colonisant le premier le substrat et enfin de chaines tro- 
phiques dont l'action aboutit à la libération de produits denses aux électrons. 


П. POTENTIEL ENZYMATIQUE DES MICROORGANISMES 


L'activité enzvmatique spécifique des microorganismes peut étre définie 
avec précision grace aux transformations ultrastructurales que subissent cer- 
tains composés riches en une substance caractéristique tek que le xvleme 
(lignine), le parenchyme (cellulose), la membrane mitovenne (pectine) les 
inclusions cellulaires (grains d'amidon, lipides), etc... 

Ces modifications ne peuvent cependant pas être rapportées au cours des 
examens des fragments incubés ir situ à une espèce microbienne définie. Les 
données ultrastructurales recueillies sont en elfet insuffisantes pour déter- 
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miner exactement la position taxonomique de l'organisme observé. Aussi est-il 
nécessaire de recourir à des modèles, in vitro, afin de préciser les préférences 
alimentaires des micromycétes et des bactéries isolés à partir d'échantillons 
récoltés dans la nature (KILBERTUS, 1969). 


C'est pour cette raison que nous avons réalisé des cultures pures de 
champignons sur des fragments de feuilles de Brachypodium pinnatum P.B., 
stérilisés au préalable à l'oxyde d'éthylène (KILBERTUS et al., 1973). 


Après avoir vérifié les dégradations provoquées par la stérilisation (alté- 
ration des protéines) et étudié l'action des facteurs abiotiques (limitée au 
protoplasme), nous avons pu constater que Cladosporium herbarum, Stachy- 
botrys chartarum et Chaetomium sp. provoquaient la lyse rapide des parois 
du parenchyme richen cellulose. 


Les deux derniéres espéces citées sont considérées par la majorité des 
auteurs comme des cellulolytiques puissants. Mais au cours de nos expé- 
riences il est également apparu qu'elles sont dotées d'activité lignilolytique 
se traduisant par l'apparition de cavités dans les parois des faisceaux de 
xyléme, ceci avant méme que la totalité du parenchyme ait disparu. 


Une souche lignivore isolée à partir de buchettes dans l'horizon supé- 
rieur du sol de la station RCP 40 de Taintrux, selon une technique décrite par 
MANGENOT et REISINGER (1970), provoque une décoloration très nette de la 
sciure, Mais dans les feuilles de Brachypodium pinnatum elle ne s'attaque 
qu'au parenchyme, transformant partiellement les fibrilles de cellulose en 
éléments fusiformes et denses aux électrons. 


D'autres champignons tels que Mortiella ramanniana délaissent la paroi 
du végétal pour ne lyser que les grains d'amidon. 


Nos observations nous ont montré qu'une méme espece est dotée d'acti- 
vités enzymatiques multiples lui permettant d'attaquer simultanément diffé- 
rentes fractions du matériel végétal. C'es ainsi qu'apres 60 jours d'activité de 
Cladosporium herbarum, la feuille de Brachypode, macroscopiquement par- 
lant, semble encore intacte. La seule différence est le brunissement important. 
Au MEB, la surface apparait cependant craquelée, ce qui est probablement 
en relation avec l'activité pectinolytique et lipolytique de ce micromycète. 
L'intérieur du limbe est par contre profondément modifié (disparition des 
parois parenchymateuses, attaque peu importante des tissus lignifiés). Seuls 
persistent les résidus des granas et les grains d'amidons. 


Nous avons également pu constater que la décomposition de la litière 
dans la nature était le fait essentiel des champignons et que les bactéries ne 
jouaient qu'un róle négligeable à l'intérieur du limbe. Ces résultats étant en 
contradiction avec ceux obtenus par d'autres auteurs (cf. Koxoxova, 1966), 
mais qui eux travaillaient sur des racines de luzerne enfouies dans le sol, il 
nous a semblé indispensable de reprendre nos expériences avec un matériel 
similaire et placé dans les mémes conditions. 
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III. MICROBIOCENOSES ET CHAINES TROPHIQUES 


Les premiers stades de la décomposition des racines de luzerne sont 
similaires A ceux du Brachypode. Les hyphes fongiques perforent les cloisons, 
dissolvent certains composés, aboutissant a une disparition presque totale 
du cytoplasme, des parois parenchymateuses ainsi qu’a une altération pro- 
noncée des tissus lignifiés. 


Les bactéries pénètrent dans la plante à la faveur des transformations 
provoquées par le champignon. Leur nombre est beaucoup plus important 
dans les racines, ceci étant en relation avec des conditions écologiques plus 
favorables (absence de lessivage intense par les eaux de pluie, écarts de 
température et d'humidité moins important qu'à la surface du sol). Alors 
qu'au début de la décomposition elles se développent essentiellement aux 
dépends des sous produits métaboliques du champignon, leur multiplication 
provoque par la suite un déséquilibre du système. Étant alors des rivales 
sérieuses du micromycète (sécrétion de principes actifs, suppression d'une 
certaine quantité d'aliments), elles précipitent la mort de ce dernier ou la 
formation de chlamydospores. Elles s'attaquent alors aux restants de parois 
lignifiées et les dégradent avec libération de granules noirs. 


Les nématodes interviennent lorsque les tissus sont déjà très dégradés 
et ramollis. À part l'influence des enzymes digestives, ils ne peuvent avoir 
qu'une simple action mécanique ou un comportement plus complexe lors- 
qu'ils présentent des bactéries entre leurs villosités intestinales. 


Au cours d'observations successives au MET, nous avons pu constater 
que la composition de la flore bactérienne, de même que celle de la faune 
étaient étroitement dépendantes et variaient en fonction du micromycète qui 
colonisait le premier un territoire défini de la racine. C'est ainsi que nous 
avons pu mettre en évidence des communautés a Fusarium et à Melanospora 
(KILBERTUS et al., 1973). 


Pour les procaryotes cette distinction est basée sur la présence ou 
l'absence de capsule, sur la diversité des structures des enveloppes cellulaires 
ainsi que sur l'allure générale du corps bactérien. 


Enfin, les nématodes différent par l'ornementation de leur cuticule, par 
la présence ou l'absence dans leur tractus digestif de bactéries entre les vil- 
losités intestinales. Lorsque les microorganismes font défaut, on peut obser- 
ver l'apparition de substances denses aux élections dans leur intestin. 


Nous pouvons donc schématiser la succession dans la décomposition de 
la maniere suivante, à chaque champignon correspondant une microbiocénose 
particuliere 


vot. 12, N° 1 
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Ce schéma, n'est pour l'instant valable que dans le cadre de nos expé- 
riences. 


IV. LIBERATION DES GRANULES DENSES AUX ELECTRONS 


La décomposition des substrats étudiés aboutit généralement à l'appari- 
tion d'éléments submicroscopiques, denses aux électrons et que nous dési- 
gnons sous le terme de granules. Lorsqu'ils sont issus des parois fongiques 
mélanisées nous avons déjà établi par diflérentes méthodes leur identité 
avec les pigments noirs observés au MP (REISINGER, 1972). La libération de 
ces unités peut être spontanée (REISINGER et KILBERTUS, 1972). Ils diffusent 
alors dans le milieu environnant sous forme de granules de taille variable. 

Des particules micromorphologiquement semblables peuvent également 
être obtenues après biodégradation de la charpente fondamentale et selon 
diverses voies (REISINGER, 1972 ; REISINGER et KILBERTUS, 1973). 

Dès 1932 (Jensen) et 1933 (Quillico) on a envisagé les relations possi- 
bles entre les substances humiques et les produits sombres de ces orga- 
nismes. 

VOX PLOTHO (1950-1951) signale la production de ces composés par 
Aspergillus niger et les retrouve même dans le sol en perfusant des échan- 
tillons de terre avec de l'eau distillée. Глатѕси et al. (1952) parlent des acides 
humiques de Spicaria elegans. Chez Cephalosporium gordoni, le pigment 
« rubacine » se condense en une substance incrustant les hvphes (AURICH et 
al., 1963). D'après KLetst et Miicke (1966) il se rapproche des acides humi- 
ques gris. MULLER et KLEINHEMPEL (1966) classent les champignons en deux 
groupes : non humifiant et achromogène et humifiant pigmentés. Parmi ces 
derniers, certains produisent méme des substances humiques d'un type très 
évolué. Les champignons semblent donc participer activement à l'humifica- 
tion : KaNc et FELBECK (1965) ont calculé que l'activité des seuls micromy- 
cétes pouvait suffire à approvisionner le sol en substances humiques, alors 
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que MüLLER et KLEINHEMPEL (1962, 1963, 1966) ont prouvé qu'en ajoutant des 
champignons fuligineux а de la farine de luzerne on augmentait de facon 
appréciable la concentration en humus de ce mélange. Ces pigments fongi- 
ques sont partiellement solubles dans la soude et sont extraits du sol en 
méme temps que les substances humiques vraies. 


L'action de la microflore peut aussi aboutir à l'apparition d'autres 
substances denses aux électrons dans la paroi des végétaux en décomposi- 
tion. La relation entre ces substances et les produits bruns observés au MP 
n'a pas été, jusqu'a présent, établie par nous-méme. Leur formation coincide 
cependant avec le brunissement des feuilles. De ce fait il nous semble fort 
probable qu'il s'agit encore là de pigment sombre. 


V. CONCLUSIONS 


Dans le cadre de nos expériences, au cours de la décomposition du maté- 
riel végétal, l'activité la plus spectaculaire doit étre attribuée aux champi- 
gnons. Ce sont des décomposeurs primaires qui altèrent fortement les tissus 
et solubilisent une partie des macromolécules des parois. Gráce à leur action 
et perforations qu'ils provoquent dans la cuticule et les enveloppes cellu- 
laires, ils permettent l'établissement d'une flore bactérienne qui dans un 
premier temps semble se développer essentiellement aux dépens des sous- 
produits du métabolisme fongique. 


Dans le cas des champignons dématiés, on observe une libération par- 
tielle de granules denses aux électrons dans les parties intramatricielles et 
qui peuvent étre directement incorporés au sol. Lorsque l'appareil végétatif 
est extramatriciel, la totalité du pigment reste emprisonnée dans la char- 
pente fondamentale à la suite de la formation d'une mince couche externe, 
amorphe, correspondant probablement à des produits mucilagineux partielle- 
ment déshydratés, La libération des granules denses aux électrons néces- 
site alors l'intervention de microorganismes capables de modifier la paroi 
fongique. Ces unités résiduelles difficilement biodégradables s'ajoutent aux 


matières organiques contenues dans le sol et participent certainement à l'éla- 
boration de l'humus sensu lato. 


RÉSUMÉ 


Des débris végétaux ont été mis en incubation à la surface (litiere de Bra- 
chypode) et dans le sol (Racine de Luzerne). Des observations périodiques au 
microscope électronique de coupes fines de ces matériels nous ont permis de 
mettre en évidence l'importance relative des champignons et des bactéries. L'équi- 
pement enzymatique des divers microorganismes а pu étre définie avec préci- 
sion ргасе aux transformations ultrastructurales que subissent certains composés 
riches en une substance caractéristique : xvleme (lignine), parenchyme (cellulose), 
membrane mitovenne (pectine), inclusions cellulaires (grains d'amidon). 

La composition de la flore bactérienne et de la faune intervenant dans la 
dégradation des racines de luzerne est étroitement dépendante et varie en fonc- 
tion du micromycete qui colonise le premier la racine. 
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Les premiers stades de la décomposition sont l'œuvre des champignons qui 
perforent les cloisons, dissolvent certains composés aboutissant 4 une disparition 
presque totale du cytoplasme, des parois du parenchyme ainsi qu'à une altération 
prononcée des tissus lignifiés. 


La phase finale de la décomposition du matériel végétal, après action des bac- 
téries, correspond dans nos conditions d’étude, a la libération de granules denses 
aux électrons et résistant à la biodégradation. L'origine de ces derniers est diver- 
ses. Cependant, ceux produits par les micromycètes sont prépondérants et partici- 
pent probablement à l'élaboration de l'humus sensu lato. 


SUMMARY 


Plant debris are allowed to incubate at the surface (layer of Brachypodia) 
and in the ground (Lucern roots). Periodic observations under the electron 
microscope of ultra thin sections of this material enabled us to establish the rela- 
tive importance of fungi and bacteria. The enzymatic potential of these various 
microorganisms has been estimated with accuracy from the ultrastructural trans- 
formations which certain components undergo; the latter comprising a high con- 
tent of characteristic substances such as xvlem (lignin), parenchvma (cellulose), 
dividing membrane (pectin), cell inclusions (startch grains, lipids). 

The composition of the bacterial flora and fauna intervening in the decompo- 
sition of lucern roots is closelv interdependent and varies in terms of the micro- 
mycete that is the first to invade the root. z 


The first stages of decomposition are caused by fungi which perforate the 
dividing walls, dissolving certain compounds and thus resulting in the almost 
complete disappearance of the cytoplasm, of the walls of the parenchyma, as 
well as in a definite modification of the lignified tissues. 

The final stages of decomposition following the action of the bacteria corres- 
ponds, under our experimental conditions, to the release of dense particles obser- 
ved by electron microscopy and which are resistant to biological decomposition. 
The latter are of various origins. However, the particles produced by the micro- 
mycetes predominate and probably participate in the formation of the humus sensu 
lato. 
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Puoro 2. — Bactérie dans une paroi cellulosique de racine de luzerne avant subi ¢ 


préalable une ataque par les champignons. Apparition de substances denses 
aux électrons (5). 
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Proto 3. — Plasmode prédateur de bactérie (dans les racines de luzerne). 
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Proto 4. — Decomposition par les bactéries de la 
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